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表面に脂状の物質を分泌し、基部には 3 個の小苞が合着して翼状になる 2,3)。セ
































































第 1 節  試料および実験方法  
 
1. 試料・試薬 
	 北海道立林業試験場より恵与されたヤチヤナギの乾燥葉を 1 cm2程度に砕い
て用い、芳香成分の網羅的解析を行った。メタノール（特級）、ヘキサン（特









ラフ—マススペクトロメーター （GC-MS , Agilent Technologies 7890 A）を用い
分析した。カラムには DB-WAX（0.25 mm i.d.×30 m, 液相厚 0.25 µm）を用い、
注入量は 1µl、注入口温度は 250℃、カラム温度は 60℃から 220℃まで 3℃/min
で 50 分間昇温した。スプリット比 10:1、流量は 20 ml/min とした。芳香成分の





3. Likens-nickerson 装置を用いた連続蒸留抽出 
	 40 g の細かく砕いたヤチヤナギの乾燥葉をフラスコにとり、700 ml の純水を
加え、Likens-nickerson 装置（桐山製作所製）を用いて蒸留した。1 時間蒸留し
た後、フラスコ内の乾燥葉を取り出し、新たに同量のヤチヤナギの乾燥葉を入





4. Solvent-Assisted Flavor Evaporation（SAFE）装置を用いた 
	 高真空蒸留抽出 
	 乾燥葉 10 g を 100 ml のジクロロメタンに浸漬させた。内部標準として 1-オ
クタノールの 10 µg/ml ジクロロメタン溶液を 2 ml 添加し、一晩静置後、ろ紙に
て葉を取り除き、ジクロロメタン溶液を分離した。この溶液を、SAFE 装置（桐
山製作所製）を用いて蒸留し（真空度：約 1×10-3 Pa, 湯浴温度 35℃）、揮発成
分を液体窒素で冷却したフラスコ内に回収した。得られた香気成分はエバポレ
ーターで濃縮し、1.1 と同様の条件で GC-MS による分析を行った 
 
5. AEDA （aroma extract dilution analysis）法による主要成分中の特徴香気の決定 
	 ガスクロマトグラフィー・オルファクトメトリー






















第 2 節	 結果および考察  
 
1. ヤチヤナギ芳香成分の網羅的解析 
	 ヤチヤナギ葉から 3 種類の方法で精油を抽出した結果、直接蒸留では乾燥葉
300 g から精油 0.989 g（収率 0.33%）、連続蒸留では、乾燥葉 40 g から 0.169 g
（収率 0.42%）、SAFE 高真空蒸留は乾燥葉 10 g から 0.131 g（収率 1.3%）をそ
れぞれ得ることができた。 
	 各抽出法で得られた精油中の芳香成分を GC-MS で分析し、そのクロマトグ
ラムを 図 1.1、1.2 および 1.3 に、同定された成分は表 1.1 にまとめた。成分量
はすべてのピーク面積の和に対する面積百分率%で算出した。なお、直接蒸留
により得られた精油に関しては標品のある成分を定量した（表 1.2）。各抽出法
により総計で 55 成分を検出することができた。 
	 抽出法の違いによる精油の成分を比較すると、直接蒸留では limonene、cymene、
germacrone が主要成分で、その他 α-terpinolene、caryophyllene、δ-cadinene、
selina-3,7(11)-dien、geraniol および nerolidol が同定された。テルペン類の比率は





次いで β-myrcene 8.64%、limonene 7.18%であった。従って、連続蒸留法は、試
料の量が少ない場合でも高い収量で精油を得られ、成分組成も直接蒸留と大き
な差はないものの、成分比が異なることがわかった。高真空蒸留では、β-pinene
が約 25%と、直接蒸留の約 5 倍の含有量となった他、limonene や 1,8-cineole の
割合が他の抽出法よりも高く、モノテルペンが 91%となり、精油の大部分を占























図 1.1 直接蒸留で得られた精油のクロマトグラム 
 
 

























表 1.1	 各抽出法により得られた精油の芳香成分（%） 
Constituent 直接蒸留 連続蒸留 高真空蒸留 
α-pinene  4.28  2.88  3.54 
β-pinene  -  0.32 24.65 
β-myrcene  -  8.64  2.18 
norbornane  0.02  -  - 
camphene  0.08  -  - 
α-phellandrene  1.29  0.99  - 
3-carene  0.04  -  - 
α-terpinolene  0.41  -  - 
α-terpinene  -  0.16  - 
limonene 11.41  7.18 17.74 
1,8-cineole  3.12 16.08 22.71 
β-ocimene  0.03  -  - 
γ-terpinene  0.61  1.26  4.21 
styrene  0.16  -  - 
cymene  8.93  5.61 11.06 
4-carene  -  0.13  - 
isoamyl isovalerate  0.36  0.19  - 

























trans-p-2-menthen-1-ol  -  0.23  - 
isobornyl acetate  0.14  -  - 
2-norborneol  0.02  -  - 
β-elemene  0.31  0.17  - 
caryophyllene  0.33  -  - 
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   continued 
terpinen-4-ol  0.71  2.51  2.14 
isoledene  0.30  -  - 
γ-elemene  0.94  0.50  1.25 
ipsdienol  -  0.17  - 
δ-cadinene  0.91  -  - 
α-terpinyl acetate  -  2.71  - 
α-terpineole  -  1.64  1.21 
β-selinene  -  0.22 - 
α-selinene  -  1.38  - 
cis-α-bergamotene  -  1.83  2.95 
carvotan acetone  0.26  -  - 













selina-3,7(11)-dien   3.43  -  - 













nerolidol  3.37  -  - 
β-elemenone  1.51  0.67  1.17 
germacrone 10.71 18.22  tr 
cinnamyl 3-methylbutyrate  0.06  -  - 
farnesol  0.08  -  - 
Unidentified 36.07 23.51  2.10 
Total 98.42 99.51 98.44 
Monoterpenoids 37.14 49.18 90.97 
Sesquiterpenoids 23.20 22.99  5.37 
Others  2.01  3.83  0 
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表 1.2 GC-MS による精油成分の定量（直接蒸留法） 
 













2. AEDA 法による主要成分中の特徴香気の決定 
	 ヤチヤナギ葉の芳香成分を特定するために GC-O による分析を行い、AEDA
法によって「におい強度」を求めた（図 1.4）。保持時間（tR）12 分でレモン、
ミントのようなすっきりした香り、tR 26 分で甘いフローラル調の香り、tR 32 分
前後で薬草のような香りを特に感じた。GC-MS のクロマトグラムから、β-pinene
（FD 値 2、以下同じ）、limonene（64）、1,8-cineole （64）、cymene（2）、linalool
（128）、terpinene-4-ol（4）、β-selinene （16）および β-elemenone（16）が検
出された（表 1.3）。FD 値は linalool が最も高く、次いで limonene、1,8-cineole
が高かった。β-pinene は cut grass、limonene は green や citrus、1,8-cineole は
eucalyptus、linalool は flowery などの香りを感知することが出来た。以上より、
ヤチヤナギの芳香は linalool のフローラル、limonene のシトラス、1,8-cineole の
ユーカリ様香気によって特徴付けられていることが示唆された 









































表 1.3 AEDA 法で感知された成分 
No. tR Compound Odor description 
FD 
factors 
2  8.8 β-pinene green 2 
6 11.6 limonene citrus 64 
7 12.1 1,8-cineole eucalyptus 64 
9 14.2 cymene citrus 2 
13 25.4 linalool floral 128 
17 27.9 terpinene-4-ol floral 4 
23 32.5 β-selinene cut green glass 16 


















	 ヤチヤナギの葉から直接蒸留、連続蒸留および SAFE 法により精油を抽出し、
芳香成分を網羅的に解析した。その結果、直接蒸留で得られた精油では、
limonene、cymene、germacroneが主要成分で、その他 α-terpinolene、caryophyllene、
δ-cadinene、selina-3,7(11)-dien、geraniol および nerolidol が同定された。一方、
連続蒸留法由来の精油では、直接蒸留の精油には検出できなかった β-myrcene
や α-terpinylacetate を抽出することができた。さらに、SAFE 法による精油では、
β-pinene が約 25%と、直接蒸留の約 5 倍の含有量となった他、limonene や
1,8-cineole の割合が他の抽出法よりも高く、モノテルペン類を効率よく捕集す
ることができた。これらの結果を外国産のヤチヤナギ精油と比較すると、北海
道で栽培されたヤチヤナギは limonene、cymene および germacrone の含有率が
高かったことから、地域によって精油の香調は異なることが示唆された。また、
AEDA法によって、β-pinene、linalool、limonene、1,8-cineole、cymene、terpinene-4-ol、

























留法により抽出し、ヘキサンで 50 倍希釈した溶液を GC-MS で分析した。分析




2.1 シリカゲルカラム分画および GC-MS 分析 
	 内径 1.5 cm 長さ 30 cmコック付きカラムクロマト管に 50 gのシリカゲル（メ
ッシュ 63〜210 µm）をヘキサンで懸濁して充填した。ヘキサン 500 ml でカラ





ヘキサンで 25 倍に希釈し、GC-MS に供した。 
 
2.2. 各フラクションの官能評価 
	 シリカゲルカラム分画により得たフラクション 1〜8 の官能評価を、20 代前





表 2.1	 各フラクションの溶離液の割合 
フラクション 1 2 3 4 5 6 7 8 
ヘキサン（ml) 100 98 95 90 80 50   0 メタノール 






ヘキサンで 10 倍、25 倍および 50 倍に希釈したヤチヤナギ精油各 1 µl を GC
注入試料とした。フラスコ内にはヤチヤナギ乾燥葉 10 g またはヤチヤナギ精油
をヘキサンで 10 倍、25 倍、50 倍に希釈した溶液を各 1 滴用いた。GC 注入試
料とフラスコ内試料の希釈倍率の組み合わせを表 2.2 に示した。また、ヤチヤ
ナギ精油をヘキサンで 10 倍、25 倍、50 倍に希釈した溶液で、GC でスニッフ
ィングをし、混合香気下で行った実験と比較した。使用したカラムは Inert Cap 
Pure（WAX）で、長さ・直径は 30 m×0.25 mm×0.25 µm、注入口温度は 250℃、




表 2.2	 混合香気の組み合わせ 
          GC	 	 	  
フラスコ 
10 倍希釈 25 倍希釈 50 倍希釈 
10 倍希釈 ○      	  ― ※ 	 	  	  ― ※ 
25 倍希釈 ○ ○      	  ― ※ 
50 倍希釈 ○ ○ ○ 
 










表 2.3 に示した。重量はフラクション 4 が 360.8 mg と最も多く、次いでフラク
ション 5 が 249 mg であった。 
各フラクションの香調を官能的に解析したところ、フラクション 1 は金属香
が強調された森林香、2 はレモンピール感のある皮臭、3 は発酵臭、4 はフロー











germacrone の他に、1,8-cineole、β-ionone、cinnamyl acetate 等により構成され、









表 2.3 シリカゲルカラム分画より得た濃縮物の重量および 












































































































2.1	 AROMATCH の最適条件の検討 
各香気成分の混合香気における特性を調査するために、まず分析条件を検討
した。その結果、GC 注入試料が 10 倍希釈のときに検出成分が最も多かった（表








精油の 10 倍希釈溶液をスニッフィングし、その結果と 2.1 で最適とされた組
み合わせで AROMATCH を行った時のコメントを比較した（表 2.5）。59 成分
が感知され、そのうち 19 成分が混合により変調するか、新たに感知された。tR 
3.8 分の norbornane は、混合香気になると匂いが確認でき、その香りはニラ様
であった。tR 10.0 分の成分は混合香気になると、マスキング効果による消臭が
認められた。しかし、同成分はクロマトグラム上でピークが確認できず、成分
の特定には至っていない。tR 14.3 分の linalool oxide は、混合香気になると泥水
や雨水の匂いとなった。強い足裏臭の tR 21.4 分の cadinene は、混合香気になる
とよだれ様やパン生地が発酵した匂いに変調した。また、tR 36.2 分の cis-stilbene
のシナモン様の匂いも、よだれ様に変調した。この匂いはヤチヤナギ乾燥葉の
匂いと類似しており、ヤチヤナギの葉が乾燥した際に、強く感じられる香気成
分と考えられた。ウッディな香りを有する tR 31.8 分の dehydroaromadendrene は、
混合香気下において、ウッディ感の増強効果を示した。従来までの研究におい
て、ヤチヤナギ香の key 化合物と示唆された tR 35.0 分の β-elemenone は、混合






て考えると、ヤチヤナギ香のベースとなる「薬草様」の香調は germacrone と 









表 2.4 GC 注入試料が 10 倍希釈溶液の混合香気下コメント 






3.0 α-pinene 森林様 森林様 ウッディ様 
森林様 
3.8 norbornane ニラ様 ニラ様 ニラ様 
5.2 β-pinene 土様・鉄臭 土様・鉄臭 鉄様 
6.0 limonene ハッカ様 ハッカ様 ハッカ様 
8.9 isoamyl isovalerate  コーン様 米様 
10.0 cis-2-pentenyl-furan 消臭  消臭 
10.8 unidentified   土様 
12.6 nonanal 	   ビニール臭 
14.3 linalool oxide   泥水臭	  
15.6 benzaldehyde カメムシ臭  カメムシ臭 
16.4 ylangene 朱肉様 朱肉様 朱肉様 




18.2 bornyl acetate キュウリ様 キュウリ様 キュウリ様 
19.0 terpinene-4-ol 土様 土様 土様 
20.3 γ-elemene 腐敗臭 アニマリック アニマリック 
21.4 cadinene よだれ様 よだれ様 発酵臭 
22.4 (＋)-2-carene  豆腐様 豆腐様 
22.7 α-selinene  ビニール臭 強いビニール臭 




24.3 eremophilene   ミョウガ様 
26.2 α-gurjunene 豆腐様 豆腐様 豆腐様 
26.3 β-damascenone リンゴ煮様 リンゴ煮様 リンゴ煮様 
26.9 elixene ソース様 メントール様 メントール様 
27.7 geraniol  フローラル様 フローラル様 
28.2 unidentified  マツタケ様 マツタケ様 
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    continued 
28.3 1-octen-3-ol  マツタケ様  
29.0 benzyl isovalerate 動物臭  酸臭 
30.3 β-ionone 甘いワカメ様 甘いワカメ様 フローラル様 
甘いワカメ様 




34.0 nerolidol 雑巾臭  雑巾臭・汗臭 
35.0 β-elemenone 塩素臭 塩素臭 電化製品臭 
36.2 cis-stilbene よだれ様 よだれ様 よだれ様・ 
ウコン様 
36.5 unidentified ウコン様 ウコン様 ビニール臭 




37.5 (＋)-calaren ウコン様 ウコン様 ソース様 
38.0 unidentified ウコン様 	 ウコン様  
38.1 2-methoxy-4-vinylphenol 強いウコン様 ウコン様 ウコン様・ 
薬品臭 
38.5 unidentified   	 ウッディ様 
39.1 methyl hexadecanoate 森林様 鉛筆様 鉛筆様 
40.1 germacrone ウッディ様 ウッディ様 ウッディ様薬草様 
41.8 unidentified 麻様  麻様 
42.5 γ-selinene   リンゴ煮様 
44.0 2,3-dihydrobenzofuran   ウコン様 
47.3 unidentified マツタケ様 吸い物様  
48.1 unidentified バニラ バニラ バニラ 
48.2 unidentified 焦げ臭 
樹液様 
樹液様 樹液様 
48.9 unidentified 強いウコン様 ウコン様 ウコン様 
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表 2.5 最適条件下での混合香気の結果 
tR Compound GC 10 倍 
（スニッフィング） 
GC10 倍 /  
フラスコ 50 倍 
(AROMATCH) 
 3.0 α-pinene ヒノキ様 森林様 
 3.8 norbornane  ニラ様 
 4.5 α-phellandrene 土様  
 5.2 β-pinene 土様・鉄臭 鉄様 
 6.0 limonene シトラス＋ 
松様・ハッカ様 
ハッカ様 
 6.5 1,8-cineole 	 腐葉土臭  
 8.9 isoamyl isovalerate 土様・コーン様 米様 
10.0 cis-2-pentenyl-furan 土様 土様 
10.8 unidentified  消臭 
12.6 nonanal 	 	 土＋葉様 
	 ビニール臭 
	 ビニール臭 
13.5 styrene 腐葉土臭 
アニマリック 
 
14.3 linalool oxide  	 雨水様 
15.6 benzaldehyde 枯葉様・ 
カメムシ臭 
カメムシ臭 
16.4 ylangene 朱肉様 朱肉様 




18.2 bornyl acetate キュウリ様 	 キュウリ様 
19.0 terpinene-4-ol 土様 土様 
19.8 tricyclene フローラル様  
20.3 γ-elemene  アニマリック 
21.4 cadinene 足裏様 よだれ様・発酵臭 
22.4 (＋)-2-carene  豆腐様 
22.7 α-selinene 薬草様・ビニール臭 強いビニール臭 
 28 
   continued 
23.0 (＋)-carvone 塩素様 
ビニール臭 
電化製品臭 
 24.3 eremophilene  ミョウガ様 
26.2 α-gurjunene 豆腐様 豆腐様 
26.3 β-damascenone リンゴ煮様 リンゴ煮様 
26.9 elixene    グリーン 
  メントール様 
メントール様 
27.7 geraniol フローラル様 	 フローラル様 
27.8 unidentified 男性用香水  
28.2 unidentified マツタケ様    マツタケ様 
28.3 1-octen-3-ol マツタケ様  
29.0 benzyl isovalerate 足裏臭 酸臭 




31.8 dehydroaromadendrene ウッディ調香水 ウッディ調香水 
34.0 nerolidol 糞便臭 雑巾臭・汗臭 
35.0 β-elemenone 薬草様 塩素臭 
36.2 cis-stilbene シナモン様 ウコン様 
よだれ様 
36.5 unidentified ビニール臭 ビニール臭 




37.5 (＋)-calaren グリーン香 ソース様 




38.5 unidentified 薬品様・ゴム臭 	 	 ウッディ様 
39.1 methyl hexadecanoate ウコン様 
鉛筆様 
鉛筆様 










   contunued 
41.0 juniper camphor ハーブ様・ビニール臭  
41.8 unidentified 麻様 麻様 
42.5 γ-selinene ハーブ様 甘いリンゴ様 
44.0 2,3-dihydrobenzofuran セリ様・ウッディ様 ウコン様 
45.7 benzophenone 磯臭  
48.1 unidentified バニラ様 バニラ様 
48.2 unidentified アニマリック 樹液様 














た。その結果、「ウッディ感のある薬草様」の香調は germacrone に由来し 


































2. 試料の調製	  
	 精油は直接蒸留法により抽出し、内径 4 cm 長さ 30 cm コック付きカラムク
ロマト管に 100 g のシリカゲル（メッシュ 63~210 µm）をヘキサンで懸濁して
充填した。ヘキサン 500 ml でカラムを 2 回洗浄して、平衡化を行った。これに
精油 2.0 g をヘキサン 5 ml に溶解したものをマウントした。溶離液はヘキサン、
ジエチルエーテルおよびメタノールを表の割合で混合して調製し、順に 100 ml
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ずつで溶出し、フラクション 1〜16 を得た（表 3.1）。得られたフラクションを
エバポレーターおよび窒素ガス気流下で濃縮した。濃縮物はそれぞれヘキサン





表 3.1	 各フラクションの溶離液の割合 (%) 
Fr. 1・2 3・4 5・6 7・8 9・10 11・12 13・14 15・16 





	 0  2  5 10 20 50 100 100 
 
 
3. POMS を用いた心理的効果の検証 
	 POMS は日本語版 No.850（金子書房）の質問紙を使用した。調査では、65 項
目の質問について「今の気分」による回答を 5 件法（0 = まったくなかった、 
1 = 少しあった、2 = まあまああった、3 = かなりあった、4 = 非常に多くあっ
た）自己記入式により求めた。各項目の回答は、POMS の得点集計法に基づき 

















がストレスなし、31-45 KU/I はストレスややあり、46-60 KU/I はストレスあり、 




意した。また、ヤチヤナギ精油画分 Fr.4、9、11、13 を 10 倍希釈したものを用
いた。 






VLPFC（腹外側前頭前野）とした。国際 10-20 法により VLPFC を探りだし、
脳活動の変化を血中の酸素化ヘモグロビン量の変化Δ[oxy-Hb]としてモニター
した。20 代前半の男女各 5〜7 名を被験者とした。携帯型近赤外線組織酸素モ






照射－受光間距離が 3 cm の場合、頭皮上から約 25 mm 程度とされる。fMRI は
脱酸素化ヘモグロビンを反映しているとされるが、NIRS は酸素化ヘモグロビ
ンを測定することが出来る。NIRS 信号では、血流変化を見るのに酸素化ヘモ
グロビンの方がより鋭敏である。また、VLPFC を探り出す国際 10-20 法につい
て以下に記載した。 
① 眉間から頭の最上部位を通り後頭部のくぼみまでの長さを計測  
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② ①の 50％の位置に印を付ける 
③ ①の測定時に眉間から上部 10％に印を付ける 
④ 聴宮から②を通り反対の聴宮まで計測 
⑤ 計測した両聴宮から上部 10％に印を付ける 











第 2 節  結果および考察  
 
1.	 POMS によるヤチヤナギ芳香の心理的効果の検証 
	 POMS は心理的効果を探るため、様々な試験で活用され、効果が報告されて























	 次に、総合的な気分・感情を示す指標として、「活気」以外の 5 尺度を合計










図 3.1 各サンプルの気分尺度変化量 
 
 
表 3.2 各サンプルの TMD および香り吸引後の変化量 
 
TMD 測定前からの変化量 
測定前 230.9 	 	 	 	 	    - 
ラベンダー 165.0 -65.9 
精油原液 197.5 -33.7 
精油 10%溶液 189.1 -41.8 
精油 2%溶液 197.9 -33.0 


















図 3.2 唾液アミラーゼ検査から算出した各サンプルがもたら 

































図 3.3 快（ラベンダー・ローズマリー）、不快（イソ吉草酸） 






図 3.4 快、不快な香りとヤチヤナギ精油の各濃度における 









4、9、11、13 を用いて安静効果を検討した。各 Fr. を嗅ぎやすい 10%溶液に調
製し、被験者に嗅がせたところ、唾液アミラーゼ測定では Fr. 4、9、11 におい
てストレス値がマイナスとなり、NIRS では全てのフラクションにおいてヘモ
グロビン相対濃度の変化Δ[oxy-Hb]がマイナスとなった（図 3.5, 3.6）。中でも、
Fr.4 および 9 に高い安静効果が見られたため、この 2 つのフラクションについ
てニオイ寄与度の測定を行ったところ、Fr.4 では limonene（シトラス様: FD 値
4）、γ-elemene（薬草様: 16）の 2 成分、Fr.9 では germacrone（ハッカ様: 64）、
























図 3.5 精油（原液）と各フラクションの唾液アミラーゼ測定 
	 	  によるストレス値 
 
 
図 3.6 精油（原液）と各フラクションのヘモグロビン 
















その結果、limonene、γ- elemene を主要香気する Fr.4 および β-elemenone、





























社）、3.0 mg/ml オーレオワシジン A（タカラバイオ株式会社）を用いた。
Sabouraud Dextrose Broth 培地は Becton, Dickinson のもの、DMSO および
Mueller-Hinton Broth培地は関東化学株式会社のものを用いた。limonene、thymol、
α–terpineol、geraniol および nerolidol は和光純薬工業株式会社のものを用いた。







内径 1.5 cm 長さ 30 cm コック付きカラムクロマト管に Silica Gel 60（spherical 
63-210 µm）15 g をヘキサンで懸濁して充填した。これに精油 0.5 g をヘキサン
5 ml に溶解したものをマウントした。溶離液はヘキサン、ジエチルエーテルお
よびメタノール系を表 4.1 の割合で調製した。 
 
2.1 GC-MS による芳香成分の分析 
抗菌作用が認められた画分に含有される抗菌物質を調べるために、GC-MS
による分析を行った。分析条件は第 1 章と同様とした。 
 










1 100 %ヘキサン 100 0 0 
2 98 %ヘキサン 98 2 0 
3 95 %ヘキサン 95 5 0 
4 90 %ヘキサン 90 10 0 
5 50 %ヘキサン 50 50 0 
6 100 %ジエチル 
エーテル 
0 100 0 





	 各菌株を一白金耳取り、Sta. aureus を YPD 液体培地にて前培養した。菌株の
培養液を 1 ml エッペンチューブに取った。これを遠心分離（15,000 rpm、2 分）
し、上澄みを捨て、生理食塩水を 1 ml 加えて再び遠心分離（15,000 rpm、2 分）
した。この操作を 2 回繰り返した後、沈殿物に 500 µl の食塩水を加えて混合し
洗浄菌体を得た。これを 100 µl 取り、YT 培地プレート上に塗布した。ペーパ
ーディスク（FILTER PAPER、6 mm 直径、ADVANTEC 社）にポジティブコン
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 2.1.の通りに前培養した各菌株の培養液を 1 ml エッペンチューブに取った。
これを遠心分離（15,000 rpm、2 分）して、上澄みを捨て、生理食塩水を 1 ml
加えて、再び遠心分離（15,000 rpm、2 分）した。この操作を 2 回繰り返した
後、菌液の濁度をマクファーランド濁度標準液番号 0.5（1.0%塩化バリウム 0.05 
ml と 1.0%硫酸 9.95 ml を混合したもの）と、マクファーランド濁度標準液番号
1 （1.0%塩化バリウム 0.1 ml と 1.0%硫酸 9.9 ml 混合したもの）の 660 nm にお
ける吸光度の数値の間の値になるように生理食塩水を用いて調製した。マイク
ロプレートのウェルに Mueller-Hinton Broth 培地 150 µl とサンプル 50 µl を加え
た。それを 2 倍ずつ順次希釈し、そこへ菌液を 5 µl ずつ加え各菌の培養温度で
16-20 時間培養した。サンプルの濃度は 125,000 ppm から 61 ppm の 12 段階と
し、菌体が増殖する最小生育阻止濃度（MIC）を求めた。なお、サンプルの精
油は 50% DMSO で 50 倍希釈したものを用いた。溶媒の抗菌活性の有無を測定




150 mg の湿菌体に 0.02 M リン酸緩衝生理食塩水 4.2 ml と、limonene、thymol、
α-terpineol、geraniol および nerolidol の 1 M メタノール溶液（終濃度 0.2 M 化




	 Ichihara らの方法に準じて行った 39)。すなわち、培養液を遠心分離（2,500 rpm, 
10 min）し、化合物処理菌体を得た。それに 2.5 ml ヘキサンと 0.35 ml 1 M 水
酸化カリウム/メタノールを加え 2 分間激しく混合した。これに酢酸を 37.5 µl




4.3  GC による分析 
	 菌体脂肪酸メチルエステルを GC（Agilent 7890 A）で分析した。条件として
カラムは DB-23（0.25 mm×60 m, 膜厚 0.15 µm）を用い、注入口温度は 250℃ 、
カラム温度は 50℃ で 1 分間保持し、175℃ まで 25℃/min で昇温し、230℃ ま






	 3.1 と同様に湿菌体を得た。その後集菌するために 4.1 と同様に菌体を処理
した。化合物は nerolidol と geraniol を用いた。また、化合物溶液の代わりに




	 4.1.2.1 で得られた菌液をサンプルとした。遠心分離（1,500 rpm, 5 min）を行
い、上澄みをシリンジフィルター（starlab scientific）により濾過した。ラボア
ッセイ TM ALP（和光純薬工業株式会社）を用いて活性の測定を行った。96 穴
マイクロプレート（イワキ株式会社）に菌液 20 µl に基質緩衝液 100 µl を加





	 化合物処理した菌体上澄み液の導電率は LAQUA twin（株式会社堀場製作所）
を用いて測定した。同様の菌体濃度のサンプルを bead beater によって 5 min×





	 96 穴 UV マイクロタイタプレート（サーモフィッシャーサイエンティフィ
ック株式会社）に化合物処理上澄み液 200 µl ずつ分注し、マイクロプレート
リーダーを用いて測定した。同様の菌体濃度のサンプルを bead beater によって
5 min×5 回および 5 min×10 回（4,600 rpm）破砕し、導電率を測定した。 
 
第 2 節  結果および考察  
 
1. 精油中の抗菌作用に関与する成分の特定 
	 ヤチヤナギの葉より精油を抽出し、Sta. aureus に対する抗菌作用を確認して
からシリカゲルカラムで分画した。分画後の収量は 0.3 g、収率 65%であった。
得られた 7 つのフラクションを用いて Sta. aureus に対する抗菌試験を行った。
その結果、Fr.2、4、5 および 6 で抗菌作用が現れ、とくに Fr.5 と Fr.6 の活性が
強かった（表 4.2）。そこで、抗菌活性を有する Fr.を GC-MS に供し、構成す
る化合物を分析し、その結果を表 4.3 にまとめた。なお、種々の研究によりす
でに抗菌作用の報告されている limonene、1,8-cineole、thymol、geranyl acetate、
linalool、terpinene-4-ol および α-terpineole などの 12 成分を赤字で示し 40-47)、標
品のあるものについて抗菌試験を行ったところ、7 成分に作用が認められた（表
4.4）。 
	 Dorman & Deans は幅広い抗菌スペクトルを検討することで、植物に含まれて
いる揮発性成分の抗菌性について言及しており 48)、thymol、α-terpineol、
terpinene-4-ol などのモノテルペンの Sta. aureus に対する効果を報告している。
なかでも thymolおよび α-terpineolが強い抗菌活性を示すという報告もあり 49,50)、
ヤチヤナギの Sta. aureus に対する抗菌性はこの 2 成分が大きく関与していると
考えられた。 
	 そこで、抗菌作用の高いと報告されている limonene、thymol、geraniol、nerolidol
および α-terpineol の 5 成分の標準品を用いて MIC を測定した（表 4.4）。その
結果、α-terpineol の MIC が< 0.0156 mg/ml と最も低く、次いで 0.35 mg/ml の




表 4.2	 各フラクションの収量、収率および抗菌試験結果 
Fr. 収量（mg） 収率（%） 帯幅（mm） 
1  5.0  0.9 - 
2 34.0  6.8 1 
3  3.0  0.5 - 
4 54.0 10.8 1 
5 100.0 20.0 3 
6 47.0  9.3 3 
7 84.0 16.7 - 
 
 

















thymol ＞10   0.35 geraniol    8    0.50 
β-pinene   ×    − α-terpineol    1 ＜ 0.02 
nerolidol    4   1.00 α-terpinene   ×    − 
1,8-cineole   ×    − terpinolene   ×    − 
terpinyl 
acetate 
  ×    − terpinene-4-ol 
 
＜ 1    − 
limonene ＜ 1   1.68 linalool ＜ 1    − 
− : 未検定 






















2. Sta. aureus に対する精油の抗菌作用機作 
	 植物精油の微生物に対する抗菌のメカニズムは明らかにされていないことか
ら、本項ではいくつかの実験を通して作用機作の解明を試みた。 
	 まず、抗菌作用を示す過程において Sta. aureus が実際にどのような影響を受
けているのかを確認するため、SEM によって菌体の表面を観察した。geraniol






	 Di Pasqua らは、精油に含有されるテルペン類やフェノール類が菌体の細胞膜
に対して作用し、脂肪酸組成を変化させると報告している 49-55)。そこで、Sta. 






	 次に、同様の試料における 260 nm における吸光度測定を行い、化合物を作用



















図 4.1 Sta. aureus に geraniol を 4 時間作用させた後の 










図 4.2 Sta. aureus に nerolidol を 4 時間作用させた後の 

























表 4.5 化合物処理菌体の脂肪酸組成の経時的変化 
 時間（h）  0 4 8 
control 
飽和（％）  30.7 32.7 58.6 
不飽和（％） 69.3 67.3 41.4 
limonene 
飽和（％）  38.1 38.9 47.2 
不飽和（％） 61.9 61.1 52.8 
geraniol 
飽和（％）  34.4 38.9 47.2 
不飽和（％） 65.6 61.1 56.8 
nerolidol 
飽和（％）  33.9 39.5 34.5 
不飽和（％） 66.1 60.5 65.5 
α-terpineol 
飽和（％）  32.2 37.9 29.8 





















種類（Staphylococcus aureus、Bacillus subtilis、Saccharomyces cerevisiae および
Candida albicans）の菌に対して抗菌作用が認められた。そこで、抗菌作用をも
たらす成分を特定するためシリカゲル分画し、試験したところ、limonene、
geraniol、linalool を含む 7 成分が特定された。このような芳香成分が抗菌作用を
示す場合、菌体の細胞膜中の脂肪酸組成を変動させると報告があったため、Sta. 
aureus に limonene、thymol、geraniol、nerolidol、α-terpineol を作用させ、脂肪酸
組成の分析を行った。飽和脂肪酸の増加が認められたものの、SEM による観察
では大きな損傷が見られなかった。別の視点から菌体の損傷を検証するために

























































香調は germacrone が基となって dehydroaromadendrene により増強され、linalool
や geraniol によってフローラル感や紅茶感、α-pinene によりグリーン感の強調さ
れることが明らかとなった。さらに、フラクションでは感じられなかったよだ


















	 もう一つの機能性試験として抗菌試験を行ったところ、精油に Staphylococcus 
aureus、Bacillus subtilis、Saccharomyces cerevisiae および Candida albicans に対し
て抗菌作用が認められた。そこで、抗菌作用をもたらす成分を特定するためシ
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リカゲル分画し、試験したところ、limonene、geraniol、linalool を含む 7 成分が
特定された。このような芳香成分が抗菌作用を示す場合、菌体の細胞膜中の脂










































α-terpinylacetate を抽出することができた。SAFE 法よる精油では、β-pinene が約
























































Studies on aroma constituents in Myrica gale var. tomentosa 
 
The relationship between mankind and flavor and fragrance has been kept 
important from ancient time when flavor and fragrance played important roles in 
religious ceremony. According to the development of human society, the importance of 
the relation spread widely in our dairy life, such as food and cosmetics. In modern 
society, many people suffer from stress caused by business and strain in daily life. 
Many goods and services for relaxation to heal stress and strain are widely spread in 
developed countries. Lavender oil and other essential oils known as relaxing effecters 
are utilized in popular cosmetics and foods. In Europe, aromatherapy has been applied 
for medical purpose, and many herbal oils have been used and their physiological and 
pharmacological effects were recognized traditionally and experientally. Recently, 
many studies on effects of flavor and fragrance on physiology of human were reported 
such as activation of immunological or endocrine system. And further investigations on 
the psychology and physiology and relation between flavor (or fragrance) and excitation 
and relaxation of human must be needed. 
Myrica gale and other members of the Myricaceae plant family are aromatic 
shrubs, and were used in traditional medicine in Northern Europe and North America. 
The dried leaves of M. gale var. gale are also used as a flavoring agent for beer, and a 
perfuming agent for linen. Moreover, dried leaves and fruits are used as a spice for 
soups and stews. However, the commercial applications of Myrica gale var. gale have 
not spread to Northern Europe and America, because of the lack of available resources. 
In Asia, M. gale var. tomentosa grows in the wild, in the marshes in Japan, especially in 
Hokkaido, the northern island of Japan. Commercial use of M. gale var. tomentosa in 
Japan has also not been available. Recently, our research collaborators developed a 
mass propagation system of M. gale var. tomentosa by using a shoot tip culture 
technique. This tissue culture system is ideal for propagating plants with genetic 
homogeneity. Using our method, 2 hundred million seedlings can be obtained from one 
seedling in one year. Therefore, M. gale var. tomentosa is expected to become a new 
resource owing to its aromatic and medicinal characteristics. 
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1. Aroma characteristics of M. gale var. tomentosa 
The essential oil of M. gale var. tomentosa was prepared by hydrodistillation 
(HD), continues distillation (CD) and high solvent assisted flavor evaporation (SAFE) 
from dried leaves, and were analyzed by Gas chromatography-Mass spectrometry 
(GC-MS) for comprehension aroma constituents in M. gale var. tomentosa exhaustively. 
The yields by HD and SAFE were 0.32% (0.989g/300g dried leaves) and 0.42% 
(0.169g/40g), respectively. In the essential oil prepared by HD, limonene, cymene and 
germacrone were identified as major constituents. In the essential oil prepared by CD, 
β-myrcen and a-terpineyl acetate, which were not detected in the SD oil, were identified. 
In the essential oil prepared by SAFE, β-pinene content was about 5 times more than 
HD oil, and the contents of limonene and 1,8-cineole were higher than those in the oil 
of HD and CD. SAFE method was shown to extract monoterpenes effectively. 
Comparison of the aroma constituents in the oil of M. gale var. tomentosa and the oils 
of foreign Myrica gale and related plants, the constituents and their compositions were 
different each others, and there must be regional difference in the flavors of oils 
obtained from these plants.   
 
2. Aroma characteristics of M. gale var. tomentosa by mixed aroma experiment 
       The fractions of the oil of were obtained by chromatography on silica gel, and 
the aroma characteristic of M. gale var. tomentosa was clarified by the sensory analysis 
to determined the notes of the fractions and by GC-MS analysis. The similaritiy of the 
note of each fraction to that of the essential oil was tested by the sensory analysis, and 
the fraction having "woody and medicine like" note showed the highest similarity to the 
essential oil. The note of the fraction was assumed to be due to β-elemenone, 
germacrone and 1,8-cineole. The fraction having "floral green and brown red tea like" 
flavor also showed high similarity, and linalool, terpinene-4-ol, nerolidol and geraniol 
were assumed to be responsible to for the flavor. However, there was no fraction having 
"saliva like" note that was experienced in the essential oil of M. gale var. tomentosa. 
Then, mixed aroma experiments (AROMATCH) were performed to investigate 
precise roles of aroma constituents. The olfactometric analysis of the constituents in the 
presence of the flavor of essential oil revealed that "woody and medicine like" flavor 
was based on germacrone and was enhanced by dehydroaromadendrene. The flavor of 
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"floral and green" was based on linalool and geraniol, and the flavor of "green" was 
shown to be enhanced by α-pinene. The flavor of "saliva like" was detected by 
modulation of cadinene and cis-stilbene with other constituents. 
 
3. Relaxation effects of the essential oil of M. gale var. tomentosa 
The effects of the essential oil of M. gale var. tomentosa were tested by 
psychological and physiological experiments using lavender oil as relaxation standard, 
rosemary oil as wakefulness standard and isovaleric acid as food malodor. The 
experiments were composed of near-infrared spectroscopy (NIRS) monitoring the 
change of the amounts of oxygenated hemoglobin in brain, measuring the activities of 
saliva α-amylase and profile of mood status (POMS) test that represens psychological 
status. The essential oil of M. gale var. tomentosa exhibited relaxation effects in these 
three tests, and the fractions containing characteristic aroma constituents also exhibited 
the effects. In NIRS tests, the fraction containing β-elemenone and germacrone 
exhibited remarkable relaxation effects among fractions, these compound must be 
responsible for the relaxation effects of M. gale var. tomentosa. The ten times diluted oil 
exhibited notable relaxation effect in Saliva α-amylase test and POMS test that are 
known to response quickly by aroma.  
 
4. Antimicrobial activities of the essential oil of M. gale var. tomentosa 
Antimicrobial activities of the essential oil of M. gale var. tomentosa were 
demonstrated against Staphylococcus arueus, Bacillus subltilis Saccharomyces 
cerevisiae and Candida albicans. Chromatographic fractionation of the oil on silica gel 
resulted in the identification of limonen, geraniol, linalool and other 9 constituents were 
identified as responsible constituents in the oil. Then, the effects of limonene, thymol, 
geraniol, nerolidol, and α-terpineol on the ratio of fatty acids were tested. The increases 
of saturated fatty acids were observed, but apparent damages of cell membrane were not 
observed by SEM. The increase of electron conductivities of culture medium of Sta. 
aureus was observed by addition of thymol, and the increases of the amounts nucleic 
acid were detected by addition of all 5 aroma constituents. The aroma constituents in the 
essential oil of M. gale var. tomentosa must be responsible for antimicrobial activities. 
The effects were assumed to be due to under microscopic damage on cell membrane 
such as leakage of nucleic acids, but not heavy damage observed by microscope. 
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        In conclusion, the keynote of the aroma of M. gale var. tomentosa is "woody 
and medicine like" due to germacrone and dehydroanromadendren, and the aroma is 
also composed of additional notes of "floral green", "red tea like" and "saliva like". The 
relaxation effects of the essential oil were revealed for the first time by three deferent 
experiments, POMS, saliva amylase test and NIRS spectroscopy. The fraction 
containing germacrone was shown to be responsible to the relaxation effects. These 
characteristics of the essential oil of M. gale var. tomentosa must be beneficial for the 
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